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A infecção causada pelo citomegalovírus humano (HCMV) é geralmente assintomática ou 
está associada a sintomas clínicos brandos e não específicos em pessoas imunocompetentes. 
Entretanto, o vírus pode causar doença grave em determinados tipos de pacientes, como 
crianças com infecção congênita e pessoas com comprometimento do sistema imune. 
O diagnóstico sorológico da infecção primária recente pelo HCMV é usualmente baseado 
na detecção de anticorpos específicos da classe IgM, soroconversão e/ou aumento 
significativo dos títulos de anticorpos específicos IgG. Como a soroconversão e a elevação 
significativa das concentrações de anticorpos dificilmente são observadas, a detecção de 
anticorpos IgM tem sido o marcador sorológico mais freqüentemente usado para o 
diagnóstico da infecção aguda. Entretanto, a baixa especificidade de muitos testes 
utilizados na pesquisa de IgM anti-HCMV e a persistência desses anticorpos em algumas 
pessoas durante vários meses, ou mesmo anos, têm gerado diagnósticos incorretos de 
infecção aguda, causando preocupações desnecessárias, especialmente em mulheres 
grávidas e em pacientes com comprometimento do sistema imune.  
Com base na observação que a avidez dos anticorpos aumenta gradualmente após a 
exposição a um imunógeno, vários trabalhos têm mostrado que a determinação da avidez 
dos anticorpos IgG pode ser utilizada para identificar infecções recentes e antigas, 
incluindo a infecção pelo HCMV. 
No Brasil, os testes comerciais para a determinação da avidez dos anticorpos IgG anti-
HCMV, além de muito caros, não estão disponíveis prontamente no mercado. O presente 
trabalho teve como objetivo desenvolver um teste de avidez imunoenzimático para o 
HCMV (ELISA HCMV), capaz de distinguir a infecção primária recente da infecção de 
longa duração. Na idealização do teste, foram considerados parâmetros importantes para 
laboratórios de rotina, como simplicidade e baixo custo. O teste foi padronizado com o kit 
comercial ETI-CYTOK G Plus (Sorin Biomedica, Itália), utilizando uréia 8 M para a 
dissociação dos anticorpos de baixa avidez. Para a validação do teste ELISA HCMV, a sua 
performance foi comparada com a do teste de avidez comercial automatizado VIDAS CMV 
IgG (bioMérieux, França), utilizando 24 soros de pacientes com infecção recente primária e 
25 soros de pacientes com infecção de longa duração apresentando persistência de 
anticorpos específicos IgM. Resultados similares foram obtidos com os dois métodos de 
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avidez. Todos os 24 soros de pacientes com infecção recentemente adquirida apresentaram 
índices de avidez compatíveis com infecção aguda utilizando o teste VIDAS CMV IgG, 
enquanto que um dos soros apresentou resultado duvidoso no teste ELISA HCMV. Os 25 
soros de pacientes com infecção de longa duração apresentaram resultados idênticos com os 
dois métodos, com apenas um dos soros apresentando um valor não compatível. Estes 
resultados sugerem que o nosso teste de avidez pode ser potencialmente útil para o 





The infection caused by human cytomegalovirus (HCMV) is generally asymptomatic or is 
associated with mild non-specific clinical symptoms in immunocompetent subjects. The 
virus can, however, cause serious illness in congenitally infected infants and in 
immunocompromised patients. 
The serological diagnosis of a recently acquired HCMV infection is usually based on the 
detection of specific IgM antibodies, seroconversion, and/or a four-fold or greater rise in 
the titre of HCMV-specific IgG antibodies. Since seroconversion and a rise in IgG titres are 
seldom demonstrable, the detection of HCMV-specific IgM antibodies has been the most 
frequently used serological marker for diagnosing acute infection. However, the use of tests 
with a low specificity and the persistence, in some patients, of specific IgM antibodies for a 
long time have led to the misdiagnosis of acute HCMV infection and unnecessary concern, 
especially with respect to pregnant women and immunocompromised patients.  
Based on the observation that antibody avidity gradually increases after exposure to an 
immunogen, several reports have shown that the avidity of IgG antibodies can be used as a 
marker for identifying recent primary and long-term infections, including HCMV 
infections.  
In Brazil, commercial assays for evaluating the avidity of HCMV-specific IgG are 
expensive and are not readily available. The aim of this study was to standardize an 
economical and simple in-house HCMV-enzyme-linked immunosorbent assay avidity test 
(ELISA HCMV) for distinguishing recent primary from long-term infection. The test was 
standardized with the commercial kit ETI-CYTOK G Plus (Sorin Biomedica, Italy) using 8 
M urea in phosphate-buffered saline to dissociate low-avidity antibodies. To validate the 
ELISA HCMV test, its performance was compared with that of the commercial automated 
VIDAS CMV IgG avidity assay (bioMérieux, France), using well-characterized sera from 
patients with recent primary and long-term HCMV infections. Forty-nine sera, 24 from 
patients with a recent primary HCMV infection and 25 from patients with a long-term 
HCMV infection with a sustained persistence of specific IgM antibodies, were tested. 
Similar results were obtained with the two avidity methods. All sera from the 24 patients 
with recently acquired infection had avidity indices compatible with acute HCMV infection 
by the VIDAS test, whereas with the in-house test, one serum sample had an equivocal 
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result. In the 25 sera from patients with long-term infection, identical results were obtained 
with the two methods, with only one serum sample having an incompatible value. These 
findings suggest that our in-house avidity test could be a potentially useful tool for the 






O citomegalovírus humano (HCMV) origina a formação de células grandes 
apresentando inclusões intranucleares (e eventualmente citoplasmáticas), facilmente 
visualizadas quando coradas com hematoxilina-eosina, Giemsa ou Papanicolau. Essas 
células foram descritas pela primeira vez, no início do século passado, em diversos órgãos 
de crianças que haviam morrido em conseqüência de síndromes clínicas diversas 
(RIBBERT, 1904; RILEY, 1997). Nos anos subseqüentes, mesmo sem a identificação do 
agente etiológico, a associação freqüente dessas células com determinados quadros clínicos 
originou a designação doença de inclusão citomegálica. Em 1921, GOODPASTURE e 
TALBOT sugeriram que a citomegalia poderia ser devido ao efeito indireto de um vírus 
sobre a célula. Nos anos de 1956 e 1957, vários autores descreveram o isolamento do 
HCMV, a partir de materiais biológicos de pessoas com a doença de inclusão citomegálica 
(ROWE et al., 1956; SMITH, 1956; WELLER et al., 1957). Em 1960, WELLER et al., 
sugeriram a designação citomegalovirose, em substituição a doença de inclusão 
citomegálica, buscando uma denominação que refletisse as alterações celulares provocadas 
pelo HCMV. A partir do isolamento do HCMV, a possibilidade de replicação do vírus em 
cultura de fibroblastos humanos permitiu o desenvolvimento de procedimentos 
diagnósticos que resultaram em muitas observações clínicas e epidemiológicas importantes 
(RILEY, 1997).  
O HCMV pertence à família dos herpesvírus, assim como os vírus herpes 
simplex tipos 1 e 2, o vírus da varicela-zoster, os herpesvírus humanos 6, 7 e 8 e o vírus de 
Epstein-Barr (YEN-LIEBERMAN, 2000). O HCMV é um DNA vírus, de simetria 
icosaédrica, com 162 capsômeros envolvidos por um envelope lipídico, tendo um diâmetro 
de aproximadamente 200 nm (CONCEIÇÃO et al., 1991; YEN-LIEBERMAN, 2000). O 
HCMV é considerado um dos vírus mais termolábeis, com vida média de 45 minutos a 37 
oC e de 10 minutos a 56 oC (CONCEIÇÃO et al., 1991; PANNUTI, 2001). O vírus é 
também inativado em pH inferior a 5, pela exposição ao éter a 20% por duas horas e pela 
luz ultravioleta por 5 minutos (CONCEIÇÃO et al., 1991). Como outros beta-herpesvírus, 
o HCMV tem um ciclo reprodutivo longo, dissemina-se lentamente de célula para célula, 
produz inclusões intranucleares após a infecção celular e causa um efeito citopático 




O HCMV, com uma distribuição geográfica universal, é considerado um dos 
principais causadores de doença na espécie humana. O vírus pode ser detectado em vários 
materiais biológicos do hospedeiro, incluindo sangue, urina, líquido cefalorraquidiano 
(LCR), saliva, sêmen, fezes, lágrimas, leite materno e secreções cervical e vaginal (YEN-
LIEBERMAN, 2000). O risco de infecção pelo vírus começa já na vida intra-uterina 
(infecção congênita transplacentária), continua durante o período próximo ao nascimento 
(infecção perinatal) e persiste durante a infância e a idade adulta (infecção pós-natal 
adquirida). Estudos soroepidemiológicos têm mostrado que 40 a 100% da população adulta 
das comunidades pode apresentar níveis significativos de anticorpos anti-HCMV (VAN 
DER MEER et al., 1996: DE JONG et al., 1998; RAWLINSON, 1999; ALMEIDA et al., 
2001). A infecção é mais freqüente em países em desenvolvimento, particularmente em 
áreas apresentando menor condição sócio-econômica (VAN DER MEER et al., 1996; 
PANNUTI, 2001). Entretanto, o contato estreito de pessoas dentro dos grupos 
populacionais parece ser um fator de risco mais importante para a transmissão do vírus do 
que o status sócio-econômico da população (VAN DER MEER et al., 1996). A urina e a 
saliva são as fontes mais importantes de disseminação do vírus, e por isso as taxas de 
infecção adquirida costumam ser muito altas em berçários e creches, devido ao contato 
íntimo entre as pessoas que estão excretando o vírus e as pessoas susceptíveis (POMEROY 
e ENGLUND, 1987; MERIGAN e RESTA, 1990; BALE et al., 1999; PANNUTI, 2001; 
LIGON, 2002). Taxas elevadas de soropositividade são também encontradas em prostitutas, 
homossexuais, usuários de drogas intravenosas e pessoas que receberam múltiplas 
transfusões sangüíneas, consistente com a difusão parenteral e sexual do vírus 
(RAWLINSON, 1999). 
De modo similar a outras infecções por herpesvírus, após a fase aguda da 
infecção, o HCMV não é eliminado do organismo, podendo gerar uma infecção crônica de 
baixo grau ou evoluir para um estado de latência (DE JONG et al., 1998; SWEET, 1999). 
Os sítios de latência do vírus ainda não estão totalmente definidos, mas provavelmente 




A infecção pelo HCMV é definida pelo isolamento do vírus (ou de seus 
componentes, como proteínas e ácidos nucléicos) em qualquer tecido ou fluído biológico 
ou por evidência sorológica de contato recente (RAWLINSON, 1999; LJUNGMAN et al., 
2002). Existem três padrões epidemiológicos de infecção pelo HCMV: infecção primária, 
reativação de infecção pré-existente e reinfecção (RUBIN et al., 1979). Infecção primária 
ocorre quando o vírus infecta uma pessoa pela primeira vez. Infecção recorrente é definida 
como uma nova detecção do HCMV em um paciente em que previamente havia sido 
documentada infecção viral e que não teve o vírus detectado durante um período de pelo 
menos 4 semanas (RAWLINSON, 1999). Infecção recorrente pode resultar de reativação 
de um vírus latente ou reinfecção com uma linhagem distinta do vírus (RAWLINSON, 
1999; LJUNGMAN et al., 2002). Doença clínica pelo HCMV é definida como infecção 
apresentando manifestações clínicas sugestivas associadas com achados histológicos do 
efeito citopático viral ou evidências de infecção recente (cultura positiva para HCMV ou 
soroconversão) (RAWLINSON, 1999). 
Em pessoas imunocompetentes, a grande maioria das infecções pelo HCMV é 
assintomática (VAN DER MEER et al., 1996; DE JONG et al., 1998; KANO e 
SHIOHARA, 2000). Nos pacientes com sintomatologia, na maioria dos casos, o quadro 
clínico assemelha-se à mononucleose infecciosa. Esse quadro clínico ocorre principalmente 
em adultos, caracterizando-se por febre prolongada (freqüentemente com 10 ou mais dias 
de duração), sensação de fraqueza, sudorese e, eventualmente, hepatoesplenomegalia 
(KANO e SHIOHARA, 2000; PANNUTI, 2001; FOTI et al., 2002; SISSONS e 
CARMICHAEL, 2002; TAYLOR, 2003). Em crianças, a presença de linfoadenomegalia 
cervical é comum, ocorrendo em cerca de 90% dos casos (PANNUTI, 2001). Entretanto, 
nos adultos, ao contrário do que se verifica na mononucleose infecciosa, a 
linfoadenomegalia cervical é rara (PANNUTI, 2001; SISSONS e CARMICHAEL, 2002). 
Muito menos freqüentemente, podem ocorrer doenças envolvendo o sistema nervoso 
central (síndrome de Guillain-Barré e meningite asséptica), o trato gastrointestinal 
(hepatite, esplenomegalia, ulcerações e hemorragias), o trato respiratório (pneumonite) e o 
sistema hematológico (trombocitopenia e anemia hemolítica) (PANNUTI, 2001; SISSONS 
e CARMICHAEL, 2002). Ocasionalmente, também, têm sido descritos fenômenos 
autoimunes, como a detecção temporária de anticorpos anti-nucleares (FAN), fator 
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reumatóide e crioglobulinas. Com relação aos exames laboratoriais, condizente com as 
manifestações clínicas observadas na maioria dos casos, os pacientes freqüentemente 
possuem um hemograma apresentando linfocitose, com a presença de grande número de 
linfócitos atípicos. As enzimas hepáticas (AST e ALT) estão moderadamente elevadas em 
aproximadamente 80% dos casos (PANNUTI et al., 1985; PANNUTI, 2001). 
Diferentemente do que ocorre em pessoas imunocompetentes, a infecção primária ou 
recorrente pelo HCMV, em pessoas apresentando comprometimento do sistema imune, 
como receptores de transplantes de órgãos, pacientes com câncer e pessoas infectadas com 
o vírus da imunodeficiência adquirida (HIV), freqüentemente resultam em manifestações 
clínicas graves que, se não tratadas rápida e adequadamente, podem levar o paciente ao 
óbito (TONG, 1997; RAWLINSON, 1999; FOTI et al., 2002; SISSONS e CARMICHAEL, 
2002; TAYLOR, 2003). Nesses grupos de pacientes, a infecção pelo HCMV é fortemente 
associada com o aumento da incidência de infecções por fungos e bactérias, 
particularmente as gram-negativas (RAWLINSON, 1999; LJUNGMAN et al., 2002). As 
manifestações clínicas mais comumente observadas são quadros febris prolongados com 
alterações hematológicas ou hepáticas, quadros de pneumonia intersticial, retinite, 
ulcerações gastrointestinais e encefalite (PANNUTI, 2001; FOTI et al., 2002). Vários 
trabalhos têm mostrado que os quadros clínicos variam de acordo com o grupo clínico 
estudado (PANNUTI, 2001). Nesse contexto, retinite e pneumonia são, respectivamente, as 
manifestações clínicas principais em pacientes com infecção pelo HIV e receptores de 
transplante (FOTI et al., 2002). 
A infecção pelo HCMV durante a gravidez pode resultar em graves 
conseqüências para a criança, principalmente se a infecção primária for adquirida nos 
primeiros meses de gestação (AZAM et al., 2001). Vários estudos, em diferentes partes do 
mundo, têm mostrado taxas de infecção congênita variando de 0.3 a 2.5%, considerando 
todos nascimentos vivos (STAGNO et al.,1982; STAGNO et al., 1986; HAGAY et al., 
1996; VAN DER MEER et al., 1996; AZAM et al., 2001). No Brasil, existem poucos 
estudos com relação à incidência de infecção congênita pelo HCMV. Na cidade de São 
Paulo, foram encontradas taxas variando de 0,49 a 0,98%, dependendo do nível  
sócio-econômico da população estudada (PANNUTI, 2001). Em uma população 
apresentando elevada soroprevalência para o HCMV (95,7%), na cidade de Ribeirão Preto, 
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Yamamoto et al. (2001) detectaram infecção congênita pelo vírus em 1,8% e 2,1% dos 
recém-nascidos a termo e pré-termos, respectivamente. Infecção congênita ocorre em 30 a 
40% das mulheres grávidas com infecção primária pelo HCMV (AZAM et al., 2001). 
Aproximadamente 10% das crianças infectadas apresentam sintomas clínicos ao 
nascimento, sendo a doença fatal em 10 a 20% dos casos (RAYNOR, 1993; VAN DER 
MEER et al., 1996). Infecção congênita fulminante caracteriza-se clinicamente por 
icterícia, hepatoesplenomegalia, petéquias, microcefalia, calcificações cerebrais, perda 
parcial ou total da audição e corioretinite (STAGNO et al., 1977; RAYNOR, 1993; VAN 
DER MEER et al., 1996). A infecção materna recorrente pelo HCMV (reativação endógena 
ou reinfecção exógena) em mulheres imunes pode resultar em infecção congênita (VAN 
DER MEER et al., 1996; AZAM et al., 2001; BOPPANA et al., 2001; PANNUTI, 2001). 
Enquanto alguns estudos têm mostrado que a infecção materna recorrente pelo HCMV em 
mulheres imunes, raramente resulta em problemas graves para a criança (STAGNO et al., 
1982; FOWLER et al., 1992; VAN DER MEER et al., 1996), outros têm documentado que 
infecção congênita sintomática e crianças apresentando déficits neurológicos permanentes 
podem ser mais comuns do que se imagina (MORRIS et al., 1994; BOPPANA et al., 1999; 
BOPPANA et al., 2001).  
A infecção perinatal ocorre principalmente devido ao contato da criança com 
secreções uterinas maternas contaminadas pelo HCMV durante sua passagem pelo canal de 
parto ou nas primeiras semanas de vida pela contaminação com leite materno contendo o 
vírus (DEMMLER, 1991; RAWLINSON, 1999; PANNUTI, 2001). Uma vez ingerido, o 
HCMV, usualmente, infecta as glândulas salivares do neonato, sendo o vírus excretado pela 
saliva e pela urina por tempo prolongado. Nos estudos realizados, a incidência de infecção 
perinatal tem variado de 7 a 38%, com taxas de infecção mais altas ocorrendo em 
populações de menor nível sócio-econômico (MACHADO et al., 1991; PANNUTI, 2001). 
A infecção perinatal, na grande maioria dos casos, é assintomática, embora alguns casos de 
pneumonite tenham sido descritos (VAN DER MEER et al., 1996; PANNUTI, 2001). 
O diagnóstico laboratorial da infecção pelo HCMV pode ser feito por diferentes 
métodos, incluindo exame direto de amostras (microscopia eletrônica, demonstração de 
células com corpúsculos de inclusão característicos e detecção de antígenos ou DNA viral), 
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isolamento do vírus em cultura de células e testes sorológicos. Apesar das várias 
metodologias disponíveis, um dos maiores problemas na citomegalovirose é a diferenciação 
entre infecção e doença (TONG, 1997). 
A microscopia eletrônica além de fornecer resultados rapidamente, em cerca de 
30 minutos, permite a identificação do HCMV em materiais eventualmente contaminados 
por fungos e bactérias (PANNUTI, 2001). A técnica, entretanto, não tem sido utilizada em 
laboratórios de rotina, pois além de possuir sensibilidade relativamente baixa, requer 
equipamento sofisticado e caro e pessoal altamente treinado (RAWLINSON, 1999; 
PANNUTI, 2001). 
As células com inclusões intranucleares características da infecção pelo HCMV 
podem ser observadas em vários materiais, incluindo fragmentos de tecidos (pulmão, 
fígado, rim, etc), sedimento urinário e lavado bronquioalveolar. A detecção dessas células é 
considerada um forte indicador de doença ativa. Entretanto, além dessas células não serem 
detectadas em um número significativo de pacientes com doença comprovada, as inclusões 
intranucleares causadas pelo HCMV podem, ocasionalmente, ser confundidas com 
inclusões causadas por outros vírus (TONG, 1997; RAWLINSON, 1999; KANO e 
SIOHARA, 2000). 
Desde a identificação inicial do HCMV em meados do século passado (ROWE 
et al., 1956; SMITH, 1956; WELLER et al., 1957), a inoculação do material suspeito em 
cultura de fibroblastos humanos continua sendo o método diagnóstico mais específico para 
a demonstração de infecção pelo HCMV (CONCEIÇÃO et al., 1991). O vírus pode ser 
isolado de diferentes materiais, incluindo sangue, urina, saliva, LCR, sêmen, secreção de 
orofaringe, secreção cervical e fragmentos de tecidos obtidos em procedimentos de biópsia 
ou autópsia (CONCEIÇÃO et al., 1991; YEN-LIEBERMAN, 2000).  
No procedimento clássico de cultura, materiais biológicos de pessoas com 
suspeita clínica da infecção são inoculados em recipientes contendo uma monocamada de 
fibroblastos humanos em meio apropriado. A cultura é mantida a 37 oC em uma incubadora 
de CO2, sendo periodicamente examinada, com o intuito de observar se os fibroblastos 
apresentam o efeito citopático característico causado pelo vírus. Entre as desvantagens do 
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método, salientam-se: a necessidade de laboratórios especializados com alto investimento 
em equipamentos, a possibilidade dos materiais clínicos apresentarem efeito citotóxico para 
as células, os problemas freqüentes de contaminação das culturas, o tempo requerido para a 
liberação dos resultados (freqüentemente 28 dias) e a sensibilidade relativamente baixa da 
técnica para predizer doença clínica, em torno de 60% (LEVIN, 1990; RAWLINSON, 
1999; YEN-LIEBERMAN, 2000). Mais recentemente, procedimentos de cultura menos 
demorados, como o método ¨shell-vial¨, foram desenvolvidos (GLEAVES et al., 1985; 
VAN DER MEER et al., 1996; GRANGEOT-KEROS e COINTE, 2001). No método 
¨shell-vial¨, os materiais biológicos são inoculados em cavidades de placas de cultura 
contendo lamínulas revestidas com uma monocamada de fibroblastos humanos imersas em 
meio apropriado. Após centrifugação e incubação das placas (usualmente 16 a 72 horas, a 
37 oC, em uma incubadora de CO2), os antígenos virais podem ser revelados com 
anticorpos monoclonais, utilizando técnicas enzimáticas ou de imunofluorescência 
(DEGIROLAMI et al., 1987; AGHA et al., 1988; LEE e HALSWORTH, 1990; 
RAWLINSON, 1999). 
Vários trabalhos têm mostrado que a detecção e quantificação do HCMV no 
sangue utilizando métodos de cultura (viremia) podem auxiliar o prognóstico da infecção e 
predizer a doença (PILLAY et al., 1992; TONG, 1997; LJUNGMAN et al., 2002). O 
HCMV pode ser quantificado no método "shell vial", mantendo o inóculo viral constante e 
contando o número de focos infecciosos por cavidade (GERNA et al., 1990) ou inoculando 
diluições seriadas da amostra e determinando o título, o qual é definido como a recíproca da 
última diluição capaz de detectar o vírus (SLAVIN et al., 1992). É importante ressaltar que 
os resultados da determinação da viremia com o método ¨shell-vial¨, têm sido muito 
variáveis, dependendo de uma série de fatores, tais como a toxicidade do inóculo, o número 
de células polimorfonucleares e mononucleares inoculadas, o número de ¨shell vials¨ 
inoculadas para cada amostra e o tipo de anticorpo monoclonal utilizado (TONG, 1997). 
A detecção de antígenos do HCMV, em materiais provenientes de pacientes 
com suspeita clínica da infecção, tem sido realizada com anticorpos monoclonais dirigidos 
contra antígenos virais, utilizando técnicas imunoenzimáticas e de imunofluorescência. 
Vários materiais têm sido utilizados, incluindo fragmentos de tecidos obtidos por biópsia, 
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urina, lavado broncoalveolar e preparações de leucócitos. O teste de antigenemia para 
HCMV é baseado na detecção de antígenos virais, como o antígeno estrutural precoce 
(fosfoproteína de 65 kDa – pp 65 - encontrada na matriz viral), em preparações de 
leucócitos (VAN DER BIJ et al., 1988; THE et al., 1990; GREFTE et al., 1992; VAN DER 
MEER et al., 1996). Fundamental para o teste, a pp 65 não é expressa em leucócitos que 
possuem o vírus em estado de latência.  
O teste de antigenemia permite estimar o número de células portadoras de pp 65 
encontradas na população de leucócitos do paciente, tornando possível monitorar a 
atividade do HCMV e a eficácia de terapia antiviral para os pacientes (VAN DER MEER et 
al., 1996). Vários estudos clínicos têm mostrado que tanto a viremia como a detecção de 
um número alto de células contendo a pp 65 no teste de antigenemia, são capazes de 
identificar receptores de transplante de órgãos e pacientes com a síndrome da 
imunodeficiência adquirida (SIDA) apresentando alto risco de desenvolver doença pelo 
HCMV (GERNA et al., 1991; LANDRY e FERGUSON, 1993; TONG, 1997). Entretanto, 
resultados discordantes de viremia e antigenemia, também têm sido observados. GERNA et 
al. (1998) mostraram em receptores de transplantes de órgãos sólidos que o aumento nos 
números de células portadoras de pp 65 durante o início do tratamento antiviral 
correspondia a uma queda significante na viremia. Outros autores também têm mostrado 
que o aumento do número de células pp 65 durante a terapia antiviral após transplante de 
medula óssea não está associado com o risco para a doença pelo HCMV ( 
YEN-LIEBERMAN, 2000). Segundo esses autores, enquanto o tratamento antiviral 
rapidamente bloqueia a replicação viral, a pp 65 previamente sintetizada continua ainda 
sendo fagocitada por leucócitos periféricos do sangue por vários dias após a descontinuação 
do tratamento, causando resultados falso-positivos. 
O teste de antigenemia é bastante trabalhoso, requerendo o processamento das 
amostras o mais rapidamente possível (VAN DER MEER et al., 1996). Em pacientes com 
neutropenia, o exame não pode ser realizado, pois o número reduzido de células pode 
causar interferência no resultado (TONG, 1997). Além disso, muitos fatores que 
influenciam o desempenho do teste têm sido registrados, incluindo o método de fixação dos 
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leucócitos, o tipo de anticorpo monoclonal utilizado e a leitura subjetiva das reações. (VAN 
DER MEER et al., 1996; GRANGEOT-KEROS e COINTE, 2001). 
Os métodos laboratoriais baseados na detecção do DNA do genoma viral ou de 
RNAm sintetizado em diferentes períodos do ciclo de replicação do vírus têm sido cada vez 
mais utilizados para o diagnóstico da infecção pelo HCMV (COSTA, 1999; RAWLINSON, 
1999; GRANGEOT-KEROS e COINTE, 2001; PANNUTI, 2001). Vários desses 
procedimentos, comerciais e não comerciais, têm sido descritos na literatura, utilizando 
vários materiais, incluindo fragmentos de tecido, urina, sangue, soro, plasma e preparações 
de leucócitos. Entre os métodos mais utilizados, salientam-se os procedimentos de 
hibridização de ácidos nucleicos e de amplificação de material genético utilizando a reação 
em cadeia catalisada pela polimerase (PCR) (VAN DER MEER et al., 1996; TONG, 1997; 
COSTA, 1999; YEN-LIEBERMAN, 2000; GRANGEOT-KEROS e COINTE, 2001). Uma 
das principais vantagens desses métodos é que o material coletado não necessita ser 
processado tão rapidamente quanto o necessário nos procedimentos de cultura e 
antigenemia (TONG, 1997; YEN-LIEBERMAN, 2000). 
Entre os procedimentos comerciais disponíveis no presente momento, 
destacam-se: o teste de captura de híbridos da Digene (Digene Corp., Gaithersburg, MD), o 
teste NucliSens (Organon Teknika Inc., Durham, NC) e o teste AMPLICOR CMV (Roche 
Diagnostics Corporation, Indianápolis, IN) (TONG, 1997; YEN-LIEBERMAN, 2000). No 
teste de hibridização, designado para detectar DNA do HCMV em sangue total, sondas 
específicas de RNA não marcadas ligam-se ao DNA viral, anticorpos monoclonais para os 
híbridos DNA-RNA amplificam o sinal e um sistema de detecção por quimioluminescência 
é utilizado para a leitura das reações, podendo ser obtidos resultados qualitativos ou 
quantitativos. O teste NucliSens, realizado com sangue total, baseia-se na amplificação de 
uma seqüência de ácidos nucléicos do RNAm do HCMV, expresso em altas concentrações 
durante a infecção ativa e responsável pela transcrição de uma fosfoproteína da matriz viral 
com 67 kDa (pp 67). O teste AMPLICOR utiliza amplificação de ácidos nucléicos por PCR 
para a detecção do DNA do HCMV no plasma, considerada um marcador de doença ativa 
em receptores de transplantes de medula óssea, fígado e rim (WOLF e SPECTOR, 1993; 
ASPIN et al., 1994; PATEL et al., 1995; YEN-LIEBERMAN, 2000). O teste AMPLICOR 
Introdução Geral 
22
CMV pode ser feito de modo qualitativo ou quantitativo. O teste quantitativo, realizado 
utilizando o aparelho automatizado COBAS, apresenta sensibilidade maior do que o teste 
qualitativo (YEN-LIEBERMAN, 2000). 
Métodos qualitativos com alta sensibilidade para a detecção do material 
genético do HCMV podem apresentar baixos valores preditivos para a doença (TONG, 
1997). O desenvolvimento de procedimentos capazes de quantificar o material genético 
viral presente nas amostras testadas pode ser uma alternativa de grande potencial para o 
diagnóstico da infecção pelo HCMV, principalmente em pacientes com comprometimento 
do sistema imune (TONG, 1997; YEN-LIEBERMAN, 2000; GRANGEOT-KEROS e 
COINTE, 2001). 
Várias técnicas imunológicas têm sido utilizadas para a pesquisa de anticorpos 
específicos anti-HCMV, incluindo a reação de fixação de complemento, aglutinação 
passiva, reação de imunofluorescência indireta e técnicas imunoenzimáticas (ELISA) 
(CONCEIÇÃO et al., 1991; RAWLINSON, 1999). Vários estudos têm mostrado que as 
técnicas ELISA apresentam sensibilidade e especificidade superiores às outras técnicas 
utilizadas para o imunodiagnóstico da citomegalovirose (WEBER et al., 1994; WEBER  
et al., 2001). 
Como em outras infecções, o diagnóstico sorológico de infecção primária 
recente (< 4 meses) pelo HCMV é baseado na detecção de anticorpos IgM específicos, 
soroconversão e/ou elevação significativa dos títulos de anticorpos IgG. A soroconversão, 
critério sorológico mais fidedigno para a identificação da infecção primária recente, 
dificilmente é identificada. A elevação significativa dos títulos de anticorpos IgG, também 
dificilmente detectada na infecção primária, pode ser detectada na reativação da infecção 
em pacientes com comprometimento do sistema imune (COSTA et al., 1994). 
Na grande maioria das pessoas imunocompetentes, os anticorpos IgM anti-
HCMV são detectados somente durante a fase aguda da infecção. Em alguns casos, como 
ocorre em outras infecções, níveis significativos desses anticorpos podem ser detectados 
meses, ou mesmo anos, após a fase aguda da infecção (KANGRO, 1982; VAN DER 
MEER et al., 1996; RAWLINSON, 1999). Diferentemente do que ocorre em pessoas 
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imunocompetentes, em um número significativo de pacientes com comprometimento do 
sistema imune, os anticorpos IgM anti-HCMV são detectados somente na reativação da 
infecção (PASS et al., 1983; VAN DER MEER et al., 1996; RAWLINSON, 1999). Ainda 
com relação aos anticorpos da classe IgM, vários trabalhos têm ressaltado a possibilidade 
de reações cruzadas entre o HCMV e outros agentes infecciosos (WEBER et al., 1994; 
LAZZAROTTO, et al., 1997a; RAWLINSON, 1999; DEYI et al., 2000; LANG et al., 
2001). Desse modo, a confirmação do diagnóstico de infecção pelo HCMV, baseada 
somente na detecção de anticorpos IgM, pode resultar em preocupações desnecessárias, 
especialmente em gestantes e pessoas com comprometimento do sistema imune. Assim, 
quando anticorpos IgM são detectados, é recomendável realizar testes complementares para 
confirmação da infecção pelo HCMV. Atualmente, na maioria das vezes, a confirmação de 
infecção recente pelo HCMV em pacientes apresentando IgM positiva é realizada 
avaliando-se a avidez dos anticorpos IgG.  
A avidez dos anticorpos aumenta gradualmente após a exposição a um 
imunógeno (EISEN e SIKIND, 1964; WERBLIN et al., 1973). Assim, no início da infecção 
primária, uma alta porcentagem dos anticorpos mostra baixa avidez para os antígenos 
correspondentes. Durante semanas ou meses, esses anticorpos vão apresentando avidez 
crescente, de modo que nas infecções de mais longa duração encontra-se um predomínio 
marcante de anticorpos apresentando alta avidez para seus antígenos correspondentes 
(CAMARGO et al., 1991). As técnicas de determinação da avidez dos anticorpos IgG são 
baseadas na maior ou menor facilidade com que esses anticorpos são dissociados de 
complexos imunes, pela ação de substâncias desestabilizantes de ligações de pontes de 
hidrogênio, tais como uréia, dietilamina e cloridrato de guanidina. 
Vários estudos têm mostrado que a determinação da avidez dos anticorpos IgG 
anti-HCMV pode distinguir infecções recentes e antigas em várias infecções, incluindo a 
citomegalovirose (BLACKBURN et al., 1991; GRANGEOT-KEROS et al., 1997; 
LAZZAROTTO et al., 1997b; BODÉUS et al., 1998; EGGERS et al., 2000; BODÉUS  
et al., 2001; BACCARD-LONGERE et al., 2001; PRINCE e LEBER, 2002). 
Introdução Geral 
24
Levando em consideração as características e limitações dos vários métodos 
diagnósticos disponíveis, cada apresentação clínica requer a escolha do recurso laboratorial 
adequado. Para o diagnóstico de infecção congênita no período pré-natal, a metodologia 
mais confiável é o isolamento do HCMV no líquido amniótico (AZAM et al., 2001). No 
recém-nascido, o teste de eleição é o isolamento do HCMV na urina, embora o vírus possa 
também ser isolado de outros materiais biológicos (STAGNO et al., 1980; RAWLINSON, 
1999; SANTOS et al., 2000; PANNUTI, 2001; LEUNG et al., 2003). Nesse sentido, a 
detecção do HCMV na urina nas três primeiras semanas de vida define o diagnóstico de 
infecção congênita (NUMAZAKI e CHIBA, 1997; LEUNG et al., 2003). Com relação ao 
imunodiagnóstico, a detecção de anticorpos IgM específicos no soro do recém-nascido 
sugere o diagnóstico de infecção congênita, pelo fato desses anticorpos não atravessarem a 
barreira placentária, sendo necessário confirmação com um método virológico. Por outro 
lado, a ausência desses anticorpos ao nascimento não descarta a possibilidade de infecção 
congênita, uma vez que apenas 30 a 70% dos recém-nascidos com diagnóstico de infecção 
congênita pelo HCMV, confirmado pela detecção do vírus na urina, apresentam pesquisa de 
IgM positiva (DEMMLER et al., 1996; NUMAZAKI e CHIBA, 1997). As 
imunoglobulinas da classe IgG são capazes de atravessar a barreira placentária, de modo 
que a determinação qualitativa dos anticorpos IgG anti-HCMV no soro do recém-nascido 
não tem valor diagnóstico. A manutenção ou elevação dos títulos de anticorpos IgG  
anti-HCMV nos primeiros meses de vida pode indicar tanto infecção congênita como 
perinatal. Para facilitar a interpretação dos resultados sorológicos na criança, é sempre 
importante a pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-HCMV no soro materno à época do 
nascimento. 
Com relação à infecção perinatal pelo HCMV, como na infecção congênita, o 
teste de eleição é o isolamento do vírus em amostras de urina do recém-nascido. Levando 
em consideração a possibilidade de resultados falso-negativos nos procedimentos de 
isolamento viral, culturas negativas do vírus nas primeiras três semanas de vida, com 
positivação entre a 4a e 12a semana, é indicativo de infecção perinatal (CONCEICÃO et al., 
1991; YAMAMOTO et al., 1998; PANNUTI, 2001; PASS, 2002). Nas primeiras semanas 
de vida, os testes sorológicos para o diagnostico de infecção perinatal devem ser 
interpretados com cautela, pois em casos de infecção congênita no final da gestação, a 
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presença de IgM ou a elevação dos títulos de IgG podem ser observadas somente nas 
semanas subseqüentes ao nascimento. 
Mais recentemente, vários trabalhos têm ressaltado a potencialidade de técnicas 
de biologia molecular quantitativas para o diagnóstico de infecção congênita e perinatal 
pelo HCMV, em substituição aos procedimentos tradicionais de isolamento viral (MAINE 
et al., 2001; GOUARIN et al., 2002; REVELLO et al., 2003). 
A grande maioria das pessoas adultas imunocompetentes infectadas pelo 
HCMV são assintomáticas (VAN DER MEER et al., 1996; DE JONG et al., 1998; KANO 
e SHIOHARA, 2000). Quando há suspeita clínica de infecção pelo HCMV, as técnicas 
imunológicas para a pesquisa de anticorpos anti-HCMV e para a determinação da avidez 
dos anticorpos específicos da classe IgG são usualmente utilizadas para o diagnóstico 
laboratorial. De um modo geral, os resultados obtidos com as técnicas de cultura e de 
amplificação de ácidos nucléicos do HCMV são pouco conclusivos, devido à presença de 
excretores assintomáticos do vírus na população em geral (PANNUTI, 2001).  
Nos pacientes com comprometimento do sistema imune, é essencial fazer o 
diagnóstico de infecção pelo HCMV o mais rápido possível, com o intuito de avaliar a 
terapia imunosupressora e/ou instituir a terapia antiviral o mais rapidamente possível para 
evitar danos extensos nos tecidos infectados.  
A disseminação do HCMV no sangue ocorre durante a infecção ativa e a 
viremia tem sido considerada o principal fator de risco de progressão para a doença clínica. 
Como já enfatizado, as técnicas de cultura apresentam sensibilidade relativamente baixa 
para a detecção do HCMV. Estudos com metodologias mais sensíveis, tais como as 
técnicas de PCR, hibridização e antigenemia, têm mostrado que o HCMV pode ser 
detectado em quase todos os pacientes apresentando a doença. Entretanto, é importante 
ressaltar que devido à alta sensibilidade desses procedimentos, o vírus pode também ser 
detectado em um número significativo de pessoas assintomáticas, que nunca terão a doença. 
Levando em consideração que os pacientes com sintomas clínicos freqüentemente têm uma 
carga viral maior do que as pessoas assintomáticas, vários trabalhos têm proposto que a 
quantificação da carga viral por procedimentos altamente sensíveis poderia predizer o 
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desenvolvimento de doença causada pelo HCMV (BOECKH e BOIVIN, 1998;  
YEN-LIEBERMAN, 2000; PANNUTI, 2001). 
A avaliação sorológica em pacientes imunocomprometidos é muito importante, 
na medida em que a detecção de anticorpos específicos reflete infecção prévia, com todas 
as pessoas soropositivas sendo portadoras do HCMV (RAWLINSON, 1999). É preciso 
salientar que um resultado sorológico positivo indica a presença de infecção, não 
necessariamente implicando em doença (TONG, 1997). Por outro lado, como já enfatizado, 
os pacientes imunocomprometidos podem apresentar alteração ou redução da resposta 
imune para o HCMV, com conseqüentes resultados sorológicos falso-negativos (TONG, 
1997; RAWLINSON, 1999). Nos pacientes apresentando sintomatologia compatível com a 
infecção, as técnicas de determinação da avidez dos anticorpos IgG anti-HCMV permitem 
identificar infecções recentes e antigas. 
No Brasil, os testes comerciais para a determinação da avidez dos anticorpos 
IgG anti-HCMV, além de muito caros, não estão disponíveis prontamente no mercado. 
Considerando as complicações resultantes da infecção pelo HCMV, a complexidade do 
diagnóstico clínico e as limitações do diagnóstico laboratorial, este estudo foi motivado 
pela necessidade de aumentar a eficiência do imunodiagnóstico dessa infecção. Desse 
modo, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um teste de avidez 
imunoenzimático para o HCMV (ELISA HCMV), capaz de distinguir a infecção primária 
recente da infecção de longa duração. Na idealização do teste, foram considerados 
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This article describes the standardization and evaluation of an in-house specific 
IgG avidity ELISA for distinguishing recent primary from long-term human 
cytomegalovirus (HCMV) infection. The test was standardized with the commercial kit 
ETI-CYTOK G Plus (Sorin Biomedica, Italy) using 8 M urea in phosphate-buffered saline 
to dissociate low-avidity antibodies after the antigen-antibody interaction. The performance 
of the in-house assay was compared to that of the commercial automated VIDAS CMV IgG 
avidity test (bioMérieux, France). Forty-nine sera, 24 from patients with a recent primary 
HCMV infection and 25 from patients with a long-term HCMV infection and a sustained 
persistence of specific IgM antibodies, were tested. Similar results were obtained with the 
two avidity methods. All 24 sera from patients with recently acquired infection had avidity 
indices compatible with acute HCMV infection by the VIDAS method, whereas with the 
in-house method, one serum sample had an equivocal result. In the 25 sera from patients 
with long-term infection, identical results were obtained with the two methods, with only 
one serum sample having an incompatible value. These findings suggest that our in-house 
avidity test could be a potentially useful tool for the immunodiagnosis of HCMV infection.  
 




Human cytomegalovirus (HCMV) is a member of the herpes family of viruses, 
which also includes herpes simplex virus, varicella-zoster virus, human herpes virus 6 and 
Epstein-Barr virus. Although HCMV has a world-wide distribution, infection with HCMV 
is more common in developing countries, particularly in areas with poor socioeconomic 
conditions5,22. As with other herpesvirus infections, primary HCMV infection is followed 
by chronic infection or viral latency from which the virus may be reactivated21. Primary 
infection or reactivation of HCMV is usually either subclinical or self-limiting in 
immunocompetent persons5,12,18. However, in immunocompromised hosts such as organ 
transplant recipients, patients with cancer and individuals infected with human 
immunodeficiency virus (HIV), or in congenital infections, a significantly adverse clinical 
course and outcome is often seen18-22. 
HCMV is the most common agent of viral intrauterine infection and affects 0.5-
2.5% of all live births in different parts of the world1,10,19,20. In pregnant women, 
distinguishing the primary from non-primary HCMV infection is important, since the 
former is much more deleterious to the fetus than the latter22. This is also true for 
immunocompromised patients, in whom primary infections is often accompanied by 
symptoms whereas non-primary infection is usually asymptomatic14. 
The diagnosis of recently acquired HCMV infection is usually based on the 
detection of specific immunoglobulin (Ig) M antibodies, seroconversion or a significant 
increase in specific IgG antibody concentrations. Since seroconversion, the most 
dependable serological marker, and a rise in IgG titres are seldom demonstrable, the 
detection of HCMV-specific IgM antibodies has been the most frequently used serological 
procedure for diagnosing acute infection. However, in some persons, IgM may be detected 
for many months following primary infection and may also be produced following 
reinfection or reactivation11,15,22.,13,17.  
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Moreover, false-positive HCMV results may occur with other herpesviruses 
and with some autoimune disorders6,13,17. 
Based on the observation that antibody avidity gradually increases after 
exposure to an immunogen8,23, several reports have shown that the avidity of IgG 
antibodies can be used as a marker for distinguishing recent primary from long-term 
infections, including HCMV infections2-4,7,9,16.  
In Brazil, commercial assays for evaluating the avidity of HCMV-specific IgG 
are expensive and are not readily available. The aim of this study was to standardize an 
economical in-house HCMV-enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) avidity test for 
routine use. To validate this in-house assay, its performance was compared with that of the 
commercial automated VIDAS CMV IgG avidity assay (bioMérieux, France), using well-
characterized sera from patients with recent primary and long-term HCMV infections.  
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MATERIALS AND METHODS 
Avidity tests 
The in-house avidity assay was standardized using a commercial ELISA kit for 
detecting specific IgG antibodies (ETI-CYTOK-G Plus, Sorin Biomedica, Italy) modified 
to incorporate an elution step with urea to remove low-avidity antibodies from HCMV 
antigen. For the assay, 100 µl of each serum diluted 1:101 were added to wells of 
polystyrene plates coated with HCMV antigen. All serum samples were run twice in 
duplicate. After incubation for 1 h at 37oC, the wells were washed four times with 0.15 M 
phosphate-buffered saline, pH 7.2 (PBS), and 100 µl of 8 M urea in PBS were added to two 
wells, whereas 100 µl of PBS were added to the other two wells. After incubation for 5 min 
at room temperature and washing two times with PBS, 100 µl of the optimal dilution of the 
conjugate in PBS were added to the wells. After a further 1 h incubation at 37oC and 
washing four times with PBS, 100 µl of the substrate system 
(tetramethylbenzidine/hydrogen peroxide) were added to the wells. Thirty minutes after the 
addition of substrate, 100 µl of 4 N H2SO4 were added to each well to stop the reaction and 
the resulting absorbances were measured in an ELISA reader (Spectra SLT, SLT 
Instruments, Austria) at 450 and 405 nm, with 620 nm used as the reference wavelength. 
The results obtained at 405 nm were used only when the reactions read at 450 nm had an 
O.D. higher than the linear range of the ELISA reader. 
The avidity index was calculated as the mean absorbance of reactions in which 
the immune complexes were exposed to urea divided by the mean absorbance of reactions 
in which the immune complexes were not exposed to urea, expressed as a percentage. The 
run-to-run variation was determined by assaying an HCMV positive serum pool on five 
alternate days. On each day, the serum pool was tested in duplicate and the mean 
absorbance determined. The interassay CV was determined from the mean absorbance 
obtained in the five assays. The cut-off value was calculated using a modification of the J 
index24. The J index was calculated for avidity indices ranging from 30% to 70% at 5% 
intervals, using the formula: J = (a/b) + (c/d) - 1, where a is the number of sera with a 
compatible avidity index in the group of sera from patients with a recent infection, b is the 
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total number of sera from patients with a recent infection, c is the number of sera with a 
compatible avidity index in the group of sera from patients with a long-term infection and d 
is the total number of sera from patients with a long-term infection. Low and high avidity 
indices were defined based on the cut-off value and the interassay CV. 
The automated VIDAS system (bioMérieux, France) combines a two-step 
enzyme immunoassay sandwich method with a final fluorescent detection (ELFA). In the 
VIDAS CMV IgG assay, the results are expressed as a relative fluorescence value (RFV) 
and, in the absence of international units, as VIDAS arbitrary units (AU per milliliter). For 
the determination of avidity, two strips containing the reagents are used. In one strip a 
buffer containing 6 M urea is used to elute low-avidity antibodies. In the other strip, which 
serves as the reference test, the buffer with urea is replaced by a wash buffer without urea. 
The avidity index is determined by calculating the ratio of the RFV result obtained for the 
sample with the strip containing urea relative to the RFV result obtained for the sample 
with the strip without urea. According to the manufacturer, an index ≥ 0.80 excludes a 
recent primary infection of less than 3 months whereas an index < 0.8 does not. 
 
Patients and serum samples 
The avidity tests were evaluated by testing sera from 24 patients with a recent 
primary HCMV infection and sera from 25 patients with a long-term HCMV infection and 
a sustained persistence (> 1 year) of specific IgM antibodies detected by ELISA. Serum 
HCMV-IgM and HCMV-IgG antibodies were determined using the automated VIDAS 
system (bioMérieux, France). Patients were diagnosed as having a recent HCMV infection 
based on serodiagnostic criteria: seroconversion (appearance of specific IgM and IgG 
antibodies in a previously seronegative patient) and/or detection of significant levels of 
specific IgM antibodies. All 24 patients in this group had clinical manifestations compatible 
with acute HCMV infection and the sera were collected in the first 3 months after the onset 
of the symptoms. All 25 patients with long-term HCMV infection had a well-documented 
history of pre-existing HCMV infection and the sera were collected no less than one year 
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after the beginning of infection. Most (n=20) of the sera in this latter group were from 




Preliminary experiments with the in-house IgG avidity assay using varying 
concentrations of urea and different treatment times showed that a 5 min incubation step 
with 8 M urea was the best combination for discriminating antibody avidities in patients 
with recent primary and long-term HCMV infections. The IgG avidity indices obtained 
with the in-house and VIDAS CMV methods for the sera from patients with recent primary 
and long-term HCMV infections are shown in Figure 1. 
The in-house avidity indices for the 24 acute-phase serum samples ranged from 
10.3% to 52.1% (mean index = 29.5%) whereas for the 25 serum samples from patients 
with a long-term infection, the indices ranged from 44.4% to 96.4% (mean index= 78.4%). 
The highest J index was obtained with an avidity index of 55%. Considering the interassay 
CV (4.9%), avidity indices < 50% and > 60% were considered indicative of recent and 
long-term HCMV infection, respectively. Based on this criterion 23 (95.8%) of 24 sera 
from patients with a recent primary HCMV infection and 24 (96%) of 25 sera from patients 
with a long-term infection had in-house avidity indices compatible with the stage of 
infection. 
The VIDAS-CMV avidity indices for the 24 acute-phase sera ranged from 0.06 
to 0.67 (mean index = 0,25) whereas for the 25 serum samples from patients with a long-
term infection, the indices ranged from 0.71 to 1 (mean index = 0.93). According to the 
manufacturer, an index ≥ 0.80 excludes a recent primary infection of less than 3 months 
whereas an index < 0.8 does not. 
Based on the criteria for interpreting avidity assays, divergent results were 
found in one acute-phase serum sample (avidity index = 52.1%) with the in-house method 
and in one long-term serum sample with the in-house (avidity index = 44.4%) and VIDAS 
(avidity index = 0.71) methods. The long-term infection sample was taken 15 months after 





HCMV is a serious, life-threatening opportunistic pathogen in 
immunocompromised persons, and is one of the principal causes of congenital 
malformations and neurological defects in infected neonates19-22. 
The diagnosis of a recently acquired HCMV infection is usually based on the 
detection of specific IgM antibodies, seroconversion, or a four-fold or greater rise in the 
titre of HCMV-specific IgG antibodies. Since seroconversion and a rise in IgG titres are 
seldom demonstrable, the detection of HCMV-specific IgM antibodies has been the most 
frequently used serological marker for diagnosing acute infection. However, the use of tests 
with a low specificity and the persistence, in some patients, of specific IgM antibodies for a 
long time have led to the misdiagnosis of acute HCMV infection and unnecessary concern, 
especially with respect to pregnant women and immunocompromised patients. The 
determination of antibody avidity represents an important additional serological marker in 
the immunodiagnosis of several infections because low - and high-avidity antibodies occur 
predominantly in recent and long-term infections, respectively. The use of IgG avidity 
assays to confirm or exclude acute HCMV infection in cases of an IgM-positive result 
strengthens the serological diagnosis and could prevent unnecessary invasive procedures in 
numerous cases.  
In this work, we standardized and evaluated an in-house specific IgG avidity 
ELISA for distinguishing recent primary from long-term HCMV infection. The 
performance of the in-house assay was compared with that of a commercial automated 
VIDAS CMV IgG avidity test. Forty-nine sera, 24 from patients with a recent primary 
HCMV infection and 25 from patients with a long-term HCMV infection with a sustained 
persistence of specific IgM antibodies, were tested. Similar results were obtained with the 
two avidity methods. All sera from the 24 patients with recently acquired infection had 
avidity indices compatible with acute HCMV infection by the VIDAS method, whereas 
with the in-house method, one serum sample had an equivocal result. In the 25 sera from 
patients with long-term infection, identical results were obtained with the two methods, 
with only one serum sample having an incompatible value. The avidity indices used to 
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discriminate between low (< 50%) and high (> 60%) IgG avidity in our in-house avidity 
assay were similar to values published by other investigators. BODÉUS et al.4, who used 
an avidity test with 8 M urea as the dissociating agent to screen serum samples from 
patients with a recent primary or long-term HCMV infection, showed that an avidity index 
< 50% corresponded to a recent primary infection, whereas an avidity index > 65% was 
highly suggestive of a past infection. GRANGEOT-KEROS et al.9 also used an avidity test 
with 8 M urea as the dissociating agent to screen serum samples from pregnant women in 
different stages of HCMV infection. These authors showed that sera from women with a 
past or secondary HCMV infection had an avidity index > 60%, whereas most of the sera 
from women with HCMV primary infection had avidity index < 50%. In a similar study, 
using 6 M urea as dissociating agent, Eggers et al.7 defined avidity indices of < 40% and > 
60% as indicative of acute primary and past HCMV infection, respectively. In a study of 
sera from pregnant women who had recently seroconverted following primary HCMV 
infection (within 4 months of the last negative sample) and of sera from individuals with 
long-term HCMV infection, Prince & Leber16 showed that 99% of the acute-phase serum 
samples had avidity indices < 50%, whereas 96% of serum samples from persons with past 
infection had avidity indices > 60%. 
Variations in the ranges for low- and high-avidity antibodies are expected and 
are probably related to several factors, including patient heterogeneity, immune status at the 
time of blood collection, time of blood sampling relative to the onset of infection, assay 
technique, antigen preparation, type and concentration of hydrogen bond-disrupting agent, 
and the method of calculating antibody avidity.  
The results of this study suggest that our in-house avidity test may be a 






Avaliação de um teste de avidez imunoenzimático para o citomegalovírus 
humano (ELISA-HCMV) para distinguir a infecção primária recente da infecção de 
longa duração 
Este artigo descreve a padronização e avaliação de um teste de avidez 
imunoenzimático para o citomegalovírus humano (ELISA-HCMV) para distinguir a 
infecção primária recente da infecção de longa duração. O teste foi padronizado com o kit 
comercial ETI-CYTOK G Plus (Sorin Biomedica, Itália), utilizando uréia 8 M para a 
dissociação dos anticorpos de baixa avidez. A performance do teste ELISA-HCMV foi 
comparada com a do teste de avidez comercial automatizado VIDAS CMV IgG 
(bioMérieux, França), utilizando 24 soros de pacientes com infecção primária recente e 25 
soros de pacientes com infecção de longa duração apresentando persistência de anticorpos 
específicos IgM. Resultados similares foram obtidos com os dois métodos de avidez. Todos 
os 24 soros de pacientes com infecção recentemente adquirida apresentaram índices de 
avidez compatíveis com infecção aguda pelo HCMV utilizando o teste VIDAS CMV IgG, 
enquanto que um dos soros apresentou resultado duvidoso no teste ELISA-HCMV. Os 25 
soros de pacientes com infecção de longa duração apresentaram resultados idênticos com os 
dois métodos, com apenas um dos soros apresentando um valor não compatível. Estes 
resultados sugerem que o teste de avidez descrito pode ser potencialmente útil para o 
imunodiagnóstico da infecção pelo HCMV. 
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O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um teste de avidez 
imunoenzimático para o HCMV, capaz de distinguir a infecção primária recente da 
infecção de longa duração. Na idealização do teste, foram considerados parâmetros 
importantes para laboratórios de rotina, como simplicidade e baixo custo. 
Nosso estudo nos permitiu chegar às seguintes conclusões: 
 A concentração do agente utilizado para a dissociação dos anticorpos de 
baixa avidez é muito importante. Resultados preliminares mostraram que o 
desempenho do teste ELISA HCMV com uréia 8 M foi superior aquele 
obtido utilizando uréia 6 M. 
 O teste ELISA HCMV apresentou performance similar a obtida com o teste 
comercial automatizado VIDAS CMV IgG (bioMérieux, França). 
 O teste ELISA HCMV foi capaz de distinguir a infecção primária recente da 
infecção de longa duração, sendo particularmente importante em pacientes 
apresentando persistência de anticorpos específicos da classe IgM. 
 O teste ELISA HCMV, pela sua performance, simplicidade e baixo custo, 
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